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Abstract 

Chemically defined conjugates of biologically stable polymers, such as copolymers of D-glutamic acid and 
D-lysine, and polynucleotide duplexes of at least 20 base pairs that have significant binding activity for 
human lupus anti-dsDNA autoantibodies. The duplexes are preferably homogeneous in length and structure 
and are bound to the polymer via reaction between an amino-reactive functional group located at or 
proximate a terminus of each duplex. These conjugates are tolerogens for human systemic lugus 
erythematosus. 
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Titular; LA JQLLA PHARMACEUTICAL COMPANY 

Epiqraf e; "CQNJUBADOS DE POLIMERQS E POL I NUCLEQT I DOS 
B I OLOB I C AMENTE EST AVE IS PARA O TRATAMENTO DO LUPUS 
ERITEMATQSO SI STEM I CO" 

MEMQRIA DESCRITIVA 

J 

Descric%o 

Campo Tfecnico 

Este invento relaciona-se com composites para 
tratamento do lupus eritematoso sistfemico, doenfa auto-imune (SLE 
ou "lupus"). Mais parti cul armente, relaciona-se com conjugados de 
polimeros bi ol agi camente est&veis., pref eri vel mente copolimeros do 
Scido D-glut&mico (representado aqui pela simples designa^Sfo 
letra "E") e D-lisina (representado aqui pela simples designa^&o 

J 

letra "K"), e certos pol i nuc 1 e6t i dos que -foram encontrados como 
sendo e-ficazes para induc^&o de toler&ncia para antig^nios 
envoi vidos no SLE. Os copolimeros preferidos s&o representados 
aqui pela designa^o "D-EK" • 

"Background" 

A imunotolerSncia descreve o mecanismo que conduz 3 
forma de imunosupress&o ir equentemente permanent© e de longa 
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•f ornecimento de tal tratamento para o SLE. 

Benacerra-f , Katz e as seus calegas invest igaram e 
descreveram a utiliza?Sta dos conjugados do D-EK com haptenos e 
varies antigenios para induzir i munotol er&nci a especlfica. Os 
seus estudos iniciais envoi veram conjugados do hapteno sintetico 
2^,4-dinitrof eni 1 (DNP) em porquinhos da India e ratos, e 
mostraram que os conjugados poderiam induzir toler&ncia para o 
DNP. Estes estudos iniciais foram estendidos a outros 
haptenos/antigenios tais como antigenios E de tasna e 
benzilpeniciloide (BPO) . Ver Patentes dos E. U. no 4.191-668 e 
4.220.565. 

A Patente 4.191-668 dos E. U. (Exemplo IV) descreve a 
prepara?:2to dos conjugados do D-EK e ol igonucle6tidos i sol ados do 
DNA do timo de vitela purificado de DNAse. 0s ol i gonucl e6t i dos 
foram caracter izados como sendo constituidos par "menas de 10 
nuclefctidos" . Embora a coluna 1 i da Patente dos E. U. 4. 191.66B 
indique que o invento deles tern valores terapeuticos para o 
tratamento da doen^a auto-imune e mencione o SLE 3 nclo foram 
apresentados dados sobre os efeitos imunologicos dos conjugados 
ol igonuclebtidos do D-EK mencionados. 

Katz e os seus colegas tambem i nvest i garam o potencial 
dos conjugados do nuc 1 e&si do-D-EK para induzir toler&ncia aos 
&cidos nucleicos determinantes. Eshar e outros no J. Immunology 
(1975) 1 14 s 872 - 876* Neste assunto em quest&o, os nuclefcsidos 
individuals est&o extensamente acreditades como sendo os 
determinantes principals da espec i f i ci dade no lupus antisera. 
Eles admini straram conjugados do copblimero D-EK e quatro 
ribonuclebsidos ao SJL ou rato da especie Balb/c ? e 


subsequentemente imunizaram os ratos, tratados com uns conjugados 
de (KHL> -ribonucleosidos de hemocianina da lapa lanceteira. Em 
ambas as especies, a capacidade de ligaca-o antigenio anti- 
nuclefosido do sera foi diminuida para niveis detectaveis com 
simplicidade, Enquanto estes estudos mostraram que tais 
conjugados poderiam produzir imunotolerdncia aos nucleosides, 
eles n&o mostraram que tais conjugados -fossem eficazes no 
tratamento do SLE* 

Outros investigadores tern estudado conjugados de 
nuclebsidos ou DNA com outros transportadores. Borel e outros 
( Science (1973) 182 : 76) avaliaram a capacidade dos conjugados 
IgG-nucle6sidos do rato isogenico para reduzir a resposta do 
anticorpo para o DNA desnaturado em animais jovens da especie de 
ratos NZB. Esta especie e usada como modelo para alguns fendmenos 
auto-imunes. Eles tendem a produzir anticorpos para acidos 
nucleicos determi nantes que formam i munocompleKos que se alojam 
nos rins e conduzem a nefrite glomerular- Nestes estudos, os 
anrmais tratados produziram niveis si gni f i cati vamente reduzidos 
de anticorpos DNA ant i -desnatur ados e exibiram menor nefrite 
glomerular membranosa do que o control o e animais livres tratados 
com nucle&sidos. Em estudos separados, Parker e outros (J. 
Immunol (1974) 113 : 292) avaliaram os efeitos do conjugado DNA 
desnaturado para a pol i -D-l i si na e/ou ci cl of osf ami da na 
progressa*o do sindroma descrito atras, em ratos NZB. Estes 
estudos demonstraram urn aumento si gni f i cati vo na sobrevi venci a e 
uma diminuicSto signif icati va na capacidade de ligasSlQ DNA para os 
animais tratados quando comparados com os control os. Nenhum 
destes estudos, no entanto, ioram direccionados para product de 
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toler&ncia para o .dsDNA que parecem ser os antigenios principals 

envoi vi das no SLE humana. 

Nam artigo posterior ( Ann (My Acad Sci <1986) 475 : 296- 

306) Borel e outros sugerem que a realiza^cCD da imunoterapia 

especifica para o SLE tern sido impedida par "uma incapacidade 

para ligar os fragmentos de DNA a proteinas soluveis". Citando os 

trabalhos anteriores de Stoller (Papal ian e outros; J. Clin 

Invest (1980) 65 ; 469 e Stoller e Papalian, J, Clin Invest 

(1980) 66 : 210), as autares referem que um tamanho minimo de, 

pelo menos, 10 - 40 pares de bases do DNA e necessario para ligar 

o anticorpo anti-DNA produsido nos doentes de SLE. □ artigo 

descreve conjugados i munogl obul i no-ol igonucl eoti dos feitos por 

liga^&o de uma -frac^Sco de DNA nativa "um pouco maior que 10 pares 

de bases 11 usando glutaraldeldeo como agente de liga^Sco. A Figura 

2 do artigo descreve os estudos usados para seleccionar a frac$&o 

do DNA. Aquela Figura descreve a reactividade das v&rias frac^des 

de DNA ligadas As celulas Vermel has do sangue do carneiro, via 

glutaraldeldeo com anticorpos ant i -DNA no sera BWF P Nestes 

i 

testes, a -frac^o designada "70 - 80" foi a mais reactiva. □ 
tamanho dessa -frac^o e descrito com sendo "um pouco maior" que a 
frac^Sto "81 - 101" que corresponde a "cerca de 10 
oligonucle&tidos". A seguinte maior -Frac^^o em rela^Sco & "70 
80", designada "40 - 69", exibiu reactividade si gni f i cat i vamente 
reduzida, rel at i vamente 5 frac^Sto 70 - 80. Ser& apreciado que a 
fracf&o "um pouco maior que 10 pares de bases" seja heterogenea 
no tamanho e, devido ao procedimento de liga^So, fe ligada £ 
i munogl obul ina num local ao acaso na cadeia. Alem disso, devido 
ao agente de liga^Sto bi-funcional ser usado, e provavel que alguns 


gratis da ligacSo cruzada (cross-linking) tenham ocorrido na 

reacc&o de acoplagem. Assim, o conjugado descrito neste artigo 

n2to e uma metade de-finida quimicamente na medida em que (a) 0 

comprimento do ol igonucle6ti do n£io e especi f i cado, (b) a fraccSto 

do oligonucle&tido contem cadeias de comprimento vari&vel, (c) o 

local da ligacSo S i munogl obul i na, ao longo do comprimento da 

cadeia de ol i gonucl e6ti do e aleat6rio (d) hk a 1 guns graus de 

cross-linking, e (e) ol igonucl eotidos n%o conjugados mas ligados 

por cruzamento pode n%a ser separado do material conjugado. 

Borel e outros tern recentemente ( J. Clin Invest (1988 

82: 1901 - 1907) relatado estudos in vitro usando conjugados de 

imunoglobulina humana ligados, ou a DNA total sintetizado 

(designado N ) , ou a 20 - 30 -fraccoes de pares de bases 

10-100 

(designada N ) usando gl utar al dei deo como agente de liaacSfo. 

20-30 

0s conjugados -foram relatados como exibindo propriedades 
geneticamente toler&veis in vitro em PBL's de doentes de SLE. 
Estes conjugados, no entanto, semelhantes Squele relatado no seu 
artigo de 1986, tambem scto produzidos com misturas heterogeneas 
de ol igonucle&tidos usando metodos que produzem, n^o 
especif icamente, cadeias de cross-linking- A partir desta altura,. 
nem a qui mica nem a actividade biolagica destes conjugados seria 
suf icientemente reproduzivel para permitir que eles sejam 
aprovados como f armaceut icos. 

Descoberta do invento 

Em contrasts com a tecnica anterior, os requerentes t&m 
desenvolvido conjugados definidos quimicamente de polimeros 
biologicamente est&veis, e duplexes de pol inucleotidos que s&o 


geneticamente toleraveis para o SLE humano. Estes duplexes s&a 
definidos no que diz respeito ao compri menta, local de ligac&o ao 
polimeroj, estrutura helicoidal, afinidade obrigatfcria para os 
anticorpos anti-dsDNA do SLE humano. Consequentemente, as suas 
actividades quimica, e de toler&ncia genetica sSo reprodusiveis 
num grau que torna estes conjugados respansaveis para controlo de 
qualidade e aprovaca*o como f armaceuti cos. 

Assim, urn aspecto do invento e urn conjugado de urn 
polimero biologicament© estavel e uma multipl icidade de duplexes 
pol inucleotidos de, pelo menos, cerca de 20 pares de bases cada 
uma ligada ao polimero, actividade de ligac&o si gni f i cati va para 
os auto-ant icorpos anti-dsDNA do SLE humano- Numa configurable) 
preferida destes conjugados, os duplexes s&o substanci al mente 
homogeneos em comprimento e s&o acoplados ao polimero em ou 
pr6ximo (isto e, dentro de cerca de 5 pares de bases) de urn das 
seus finais, de tal maneira que cada duplex forma uma cadeia 
pendente, de pelo menos, cerca de 30 pares de bases, medida a 
partir do local de ligacSto do duplex ao polimero ate ao fim livre 
da cadeia. 

Composic&es f armaceut icas contendo estes conjugados e 
metodos para tratamento do SLE que empregam estes conjugados s£o 
outros aspectos do presente invento- 

Ainda outro aspecto e urn conjugado de (a) urn polimero 
biologicamente estavel e (b) uma multipl icidade , de duplexes 
pol inucleotidos, cada urn deles e todos ligados ao polimero por urn 
grupo funcional localizado em, ou prbximo do terminus de uma das 
cadeias do duplex,, sendo o dito conjugado toleravel geneti camente 
ao SLE humano. 
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Um aspecto posterior do invento & um mfetodo para 
fabricar os conjugados descritos em cima 5 compreendendo: a 
reacs&o de uma mul ti pi i ci dade de pol inucle6tidos de cadeia 
simples, em que cada um deles tern pelo menos cerca de 20 
nucleotides em comprimento e tern um grupo -funcional em r ou 
proximo de um dos seus terminus, que reage com grupos amino 
livres no polimero, para formar um conjugado e emparelhando 
complementarmente pol inuclefctidos de cadeia simples, aos 
polinucle&tidos de cadeia simples, conjugados com o polimero para 
formar cadeias pendentes de DNA de cadeia dupla. 

Sreve Descriggco das Fiquras 

A Figura i £ um gr&fico dos dados obtidos atrav^s dos 
testes descritos no Exemplo 1. 

A Figura 2 e 3 s&o reproduces do espectro CD descrito 
no Exemplo 3. 

A Figura 4 § um gr&fico comparando as capacidades de 
ligas&o do antisera do SLE As DNAs tendo tipos diferentes de 
conf i gura^CJes hel i coi dais. 

As Figuras 5-8 s&o gr&ficos de dados obtidos nos 
testes descritos no Exemplo 5. 

Modos de Concreti zacSo do Invento 

0 componente do polimero do conjugado biologicamente 
est&vel , isto ele exibe in vitro uma meia-vida de excre^o de 
dias at& meses. Estes polimeros s&o tamb&m substanci almente n&o 
imunog&nicos (isto eles exibem nenhuma ou apenas fraca 

i munogenei ci dade quando admi n i strados aos animais) e sSfo 
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constituidos preferencial mente par uma cadeia simples sintetica 
de composicSto definida. Eles terSo normal mente urn peso molecular 
medio na ordem de cerca de 5.000 ate cerca de 200.000, 
preferivel mente 5.000 ate 50.; 000. Exemplos de tais polimeros sg(o 
polietilenoglicol, poli-D-1 isina, alc&ol polivinilico, 

polivinilpirrolidona, i munoglobul i nas, e D-EK. 0s polimeros 
prefer idos parti cul ar mente sSo as D-EK's tendo urn peso molecular 
de cerca de 5.000 ate cerca de 50.000 e uma proporcSfo molar E:K 
de aproxi madamente 60:40. 

0s duplexes pal inucleitidos sinteticos, que sSo 
acoplados aos polimeros biologicamente estaveis, sSfo compostos 
por, pelo menos, cerca de 20 bp, mais usal mente, pelo menos 30 
bp, tipicamente 30 - 250 bp, e pref erivelmente 50 -150 bp . 
Preferivel mente, os duplexes sS(o substancialmente homogeneos em 
comprimento; ou seja, a variacKo em comprimento na populacSCo nSo 
excedera normalmente CBrca de ± 20%, pref erivelmente ±107., do 
comprimento medio do duplex em pares de bases. Eles s3o tambem, 
pref erivelmente, substancialmente homogeneos na composictto de 
nucleotides; ou seja, a sua composicS(o de base nSlo variara mais 
de cerca de 107.. Mais pref erencialmente, eles sSlo inteiramente 
homogeneos na sua composicSto de nucleotides. Em termos de 
composic^o, o sintetico preferido ou dsDNA recombinante e 
constituido pref erencial mente por cadeias de unidades mer de 
repetisr^o, compl ementarmente de 2 - 4 bases <isto e, urn dimero de 
repetic^o, trlmeros ou tetralmeros) , tais como 


(AC) (dimero) 
n 

(TB) 

n 


<TAC) (trlmero) 
n' 
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(ATG) 

n ! 


«3CTA> (tetraimero) 
n' ' 

(CGAT) 

n' ' 


em que n, n' , e n" sao numeros inteiros sel eccionados 
para fornecer o numero desejado de pares de bases. 
Polinuclebtidos constituidos de dlmeros isomericos, por exemplo, 
poli d(AC): poli d(0T) e poli d (AG) : pol i d(CT) sSro os mais 
pref eridos. 

Com base na interpretative) do espectro dicroico circular 
(CD), acredita-se que os duplexes, que s£o fcteis no invento, 
assumem una estrutura helicoidal tipi ca B-DNA. Deveria ser 
entendido que ng(o e intencao que o invento seja limitado por 
estas conviccoes e que os duplexes possam, apos analises mais 
conclusivas, assumir estruturas helicoidais tipicas de Z-DNA e/ou 
A-DNA. As helices de sentido di recto das formas de B-DNA, tendo 
pares de bases aproximadamente perpendiculars ao eixo 
longitudinal helicoidal dos outros dois tipos de helices de DNA. 
As estruturas helicoidais dos diferentes tipos de DNA podem ser 
caracterizadas pelo espectro dicroico circular (CD). 0 espectro 
CD das formas B de DNA exibe (1) bandas dicroicas positivas 
associadas com a helicidade de sentido directo nas porcoes do 
espectro abaixo de. 250 nm, mas separadas das bandas dicroicas de 
comprimento de onda longo positivo superiores a 206 nm por urn 
minimo significative) num comprimento de onda entre 240 e 260 nm, 
e (2) urn singelo pico nitido, superior a 250 nm, com urn salto 
azul max into relative & maxima vista no espectro das formas A do 
RNA, e DNA e centrados num Comprimento de onda entre 270 e 290 
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nm. 


Por meio da compara^o geral das outras duas formas 
helicoidais do DNA, a Z-DNA e distinguido pela sua curva 
helicoidal estreita de sentido inverso com pares de bases nSo 
posicionados, simetricamente em volta do eixo helicoidal, e o A- 
DNA forma uma helice mais aberta de sentido di recto, em que os 
pares de bases sSo orientados obliquamente ao eixo helicoidal 
longitudinal e sSto puxados para -fora do centrb da helice. 

Estes duplexes pol inucleotidicos podem ser sintetizados 
a partir do DNA native, ou sintetizado por tecnicas qui micas ou 
recombinantes. 0 dsDNA, ocorrendo naturalmente ou produzido 
recombinantemente, de longo compr imento, pode ser puri-ficado (por 
exemplo, enzimat i camente, quimicamente, ou por cisSCo mec£nica> e 
•fraccionados (por exemplo, por gel de agarose ou col una de 
Sephadex), para obter polinucle&tidos do comprimento desejado. 

Alternativamente, pares de cadeias pol inucleotidicas de 
cadeias simples e compl ementares , encadeados com ate cerca de 70 
bases em comprimento, s2Co preparados rapidamente usando 
sintetizadores de DNA disponiveis comerci al mente, e depois 
emparelhados para -formar duplexes pelos procedimentos 
-J convencionais. Qs dsDNA sinteticos de comprimento longo podem ser 
obtidos por extensSfo enzim&tica <5' -f osf ori 1 izat^&o seguida de 
ligas^o) das cadeias pequenas produzidas quimicamente. 
v 0s pol inucle£>tidos tambem podem ser produzidos por 

clonagem molecular. Por exemplo., os oligonucle&tidos de 
' comprimento e sequencia desejada sSto sintetizados como acima. 
Estes ol igonuclebtidos podem ser concebidos para terem terminus 
apropriados para ligacSo em locais de restris&o especifica. 
Repeti^&es multiplas destes olig&meros podem ser ligadas em -fila 
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para promover as repl i caches de m&ltiplas c&pias. As construs&es 
resultantes scto inseridas num vector de clonagem padrSto, e o 
vector e introduzido numa c&lula/microorganismo adequado, por 
transformable Os trans-f or mados sSto identif icados por marcadores 
padr&o e s£o aumentados sob condi<;fres que -favorecem a replicagSfo 
do DNA„ Os polinucle6tidos podem ser i sol ados do outro DNA das 
cfel ul as/mi crroorgan i smos por tratamento com enzimas de restri^So e 
•f raccionamento de tamanho convencional <por exemplo, gel de 
agarose, colunas de Sephadex). 

Alternati vamente, os ol igonuclefctidos podem ser 
repl icados pela tecnologia de reacg:Sto em cadeia de polimerase 
<PCR) - Saiki, R. K- , e outros, Science U988) 230:1350; Sacki , e 
outros, Science (1988) 239 :487; Sambrook, e outros, In Molecular 
Cloning Techni ques s A Laboratory Manual , vol. 12, p. 14, 1 - 14, 
35 Cold Spring Harbor Press (1989). 

Em contraste com os conjugados da ind&stria anterior, 

cada duplex pol i nuc 1 eot 1 di co empregue no presente invento exibe 

actividade de liga^Sto si gni f i cat i va com o SLE antisera. 

Pref eri velmente, eles s«(o substanci al mente homog£neos em 

comprimento. Neste aspecto, os pol i nucl edt i dos da t^cnica 

anterior eram heterogfeneos em comprimento e constituidos por uma 

mistura de cadeias, sendo algumas ou todas elas pequenas demais 

para exibirem tal actividade. Os pol inucl e6ti dos podem ser 

pesquisados quart to A actividade de liga^&o com o SLE antisera 

pel os ensaios descritos nos exemplas. 0 ensaio Farr modificado, 

em que a actividade de ligas&o pode ser expressa como I (a 

50 

concentra^o pol inucleoti dica, em nuclefctidos molares, resultando 
em .metade da inibi£&o maxima) e urn ensaio preferido. Os duplexes 



pol inucleotidicos tendo urn I de menos do que cerca de SOOnM, 

50 

pre-f eri velmente menos de 50 nM, consider a-se que tern actividade 
de liga^Sto signi f icati va e sSo, por isso, ftteis para o fabrico 
dos conjugados deste invento. 

0s polinucledtidos sSfo ligados ao polimero de uma 
maneira que preserva a sua actividade de ligacSo. Isto e feito 
p$lo acoplamento do pol inucle6tido ao polimero num local pre- 
determinado na cadeia pol i nucleotidica, de tal -forma que o 
pol inucle&tido -forma uma cadeia pendente, de pelo menos cerca de 
30 pares de bases medida desde o local de acoplamento ate ao fim 
livre <nSo ligado a nada) da cadeia- Em contraste, a t&cnica de 
acoplamento de gluteraldeldeo ensinada par Borel e outros, refere 
causas de acoplamento em locais aleat&rios, ao longo da cadeia, e 
ligac&es cruzadas. Assim, usando aquela tecnica, cadeias maiores 
do que 20 pares de bases podem ser acopladas num local intermedio 
na cadeia para formar cadeias pendentes de, substancialmente, 
menos do que 20 pares de bases em comprimento, ou as cadeias 
podem ser Juntamente acopladas para formar redes ligadas 
cruzadamente de tamanho indefinido. 

Pref eri velmente, os duplexes pol inucleotidicos dos 
conjugados do invento s&o acoplados ou conjugados ao polimero num 
local em, ou proximo de urn dos seus extremes. VArias conjugates 
estrategicas est&o disponlveis para a ligac&o dos 
ol igonuclefbtidos ao biopolimero* 0 pol inuclec-tido pode ser 
acoplado ao polimero na extremidade 3' do pol inuclefctido, via uma 
ponte morfolina, formada pela condensac^o de uma ribose terminal 
3' oxidada numa das cadeias do pol i nuclefcti do, com urn grupo amino 
livre no polimero, e depois sujeitando o aducto A conditio de 
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reducSto, para formar as ligacftes morfolinas. Tal acoplamento 
requer que o polimero tenha, pelo menos, urn nQmero igual de 
grupos amino livres (por exempla, os grupos amino epsilon do D- 
EK) para o nCimero de duplexes pol inucleotidicos para serem 
ligados ao polimero* A sintese de urn tal conjugado & condusida em 
dois passes. 0 primeiro passo £ o acoplamento de uma cadeia de 
duplexes pol i nucl eot i di cob ao polimero, via a reac(?3to de 
condensaceto/reduc&o descrita atr&s. A ribose terminal 3 ? oxidada 
formada na cadeia pol inucleotidica simples, pelo tratamento da 
cadeia com periodato, para converter a grupo ribose terminal 3' 
num grupo ribose oxidado. 0 pol i nucl e6tido de cadeia simples 6 
depois adicionado suavemente a uma soluc&o aquosa do polimero de 
pH de cerca de ■ 6,0 atfe 8,Q 9 a 2 - 8°C. A raz£to molar do 
pol inucl e&ti do para o polimero em todas as conjugates 
estrat&gicas ser& normalmente na ordem de cerca de 2:1 at£ cerca 
de 30:1, prefer i vel mente cerca de 5:1 at& 10:1. Durante ou depois 
da reacccto de condensac&o (normalmente o tempo de reaccSfo de 24 
atfe 48 horas) , urn agente de reacc&o forte, tal como o 
cianoboroidrido de scbdio, & adicionado para formar o grupo 
morfolino. A cadeia complementar do duplex £ depois adicionada ao 
conjugado, e a mistura & aquecida e suavemente arrefecida para 
originar as cadeias para emparelhar. 0 conjugado pode ser 
purificado por cromatograf ia de permeac&o em gel. 

Outra estratfegia envoi ve formacSfo de grupos funcionais 
aldeideos terminais nos ol i gonucl edtidos, e usando os grupos 
funcionais para acoplar o ol igonuclebtido ao polimero, via os 
grupos amino existentes nesse local. Podem ser tiradas vantagens 
do facto de que o gem y os diois vi ci nai s , ligados 5 extremidade 
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3 7 do ol igonucledtido,, podem ser oxidadas com periodato de ,s6dio 
para produzir aldeideos que podem condensar — se com os grupos 
amino do polimero. Quando os diois se encontram num si sterna de 
anel, por exempla, am anel com 5 membros, o produto da 
condensacp&o resultant© & urn anel heterocicl ico contendo 
nitrogfenio, por exemplo., urn morfolino com seis membros ou anel 
piperidino, 0 produto da imino-condensa^o & estabilizado pela 
redu^Sto com urn agente de reduce adequado, por exemplo, 
boroidrido de s&dio ou cianoboroidrido de s6dio. Quando o diol & 
aclclico, o produto de oxida<;&o resultante contem sd urn aldeideo, 
e o produto da condensasrSla £ uma amina secundaria. 

A estratfegia do diol vicinal tamb&m pode ser continuado 
por liga^fces 5' -termi nai s. Isto & completado pela -forma^^o de 
derivados ci anoet i 1 f osf oramidi tos de urn grupo hidroxi terce&rio 
num triol, onde os grupos hidroxi restantes sSfo vicinais, por 
exemplo, 3, 4-cis-di idroxi , 1-hidroximetilciclo-pentano. Neste caso 
especi f ico, os grupos di idroxi vicinais estc(o bloqueados com 
dimeti lsi lano, e o grupo diidroxi prim&rio & conseguido com 2- 
ci anoet il-N, N-di isopropi lclorof osf oramidi to. 0 deri vado 

resultante £ usado no ultimo passo de sintese do ol igonucledtido 
padr^o, e transf orma-se no residuo 5 ? -termi nal . Ap6s o 
desbloqueamento do ol i gonucl e6t i do e remo^Sfo do grupo 
dimeti lsi 1 i lo com o i&o -fluorido, Sc.ido ? ou base, o diol vicinal 
pode ser oxidado com periodato e condensado com grupos amino, 
como atr&s. Uma estratfegia similar pode ser seguida para os 
triois aclclicos para serem usados como ligantes 5 7 -terminais. 

Outro procedimento envoi ve a introdugrSfo de metades 
alquilamino ou al qui lsulf idri lo, quer dentro das extremidades 3' 

i 
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ou 5 7 do ol igonucle&tido, pela quimica de nucledtidos apropriada, 
por exemplo, a quimica do -f osf orami dato. Os grupos nucleof i 1 i cos 
podem depois ser usados para reagir com o grande excesso de 
reagente de cross-linking homobi-f uncianal , por exemplo, dimetil 
suberimidato, no caso de derivados al qui laminas, ou urn excesso de 
reagente de cross-linking heterobi-f uncional , por exemplo, ester 
de m-maleimidobensoi 1-N-hidroxisuccinimida (MBS), ou succinimidil 
(4-iodoacetil ) ami nobenzoato (SIAB) , para os derivados 
alquilsulf idrilo. Uma vez removido o excesso do ligante de 
cruzamento, os derivados oligonucleotides vSfo reagir com grupos 
amino no polimero. 

Ainda outra estrat&gia emprega nucleGsidos modificados. 
Derivados deoxi nucleosides adequados podem ser incorporados, por 
quimica sint£tica de DNA padrcta, numa posigSro desejada no 
oligonucle6tido ? prefer i vel mente na extremidade 5 7 ou 3 ? . Estes 
derivados nucle6sidos podem reagir depois especi-fica e 
directamente com grupos alquiloamino no polimero. 
Al ternati vamente, reaches secund&rias veri-ficadas com a quimica 
do dialdeideo quimico descrito atr&s, tal como a el i mina^Sfo-beta 
catalisada por aminas, podem estar envolvidas pela aplica^o de 
derivados nuclebsidos apropriados, como o terminus 3' da cadeia a 
ser ligada. Urn exemplo disto a extensSo 5'metileno da ribose; 
isto fe, urn grupo 5' (2-hidroxieti 1 ) em vez de urn grupo 
5[hidroximeti 1 . Uma al ternati va seria usar urn fosfonato ou uma 
liga^So -Fos-finato para o dinucledtido 3' terminal do 
oligonucle&tido a ser ligado ao polimero. 

A capacidade dos conjugados para actuar como SLE 
geneticamente toler&vel e suprimir especi-f i camente a produ^Sfo de 


anticorpos anti-dsDNA pode ser avaliada no madelo murino descrito 
nos exemplos. 

Os conjugados normalmente ser So formulados para 
administrafSo por injecsSco (por exemplo, intraperitoneal mente, 
intramuscularmente, etc.). Consequentemente, eles serSro 
tipicamente combinados com portadores aquosos, f armaceuticamente 
aceit&veis tais camo salina, solu<;&o de Ringer, solu<;Sro dextrose, 
e outras. 0 conjugado normalmente constituir& cerca de 0,01"/ at& 
107- por peso da f ormul ac£o. 0 conjugado & administrado a um 
individuo em quantidades suficientes para, pelo menos, 
restabelecer parcialmente a toler&ncia para os antig&nios 
causadores do SLE. Tais quantidades sSo refer i das aqui, por 
vezes, como quantidades "terapeuticamente ef icazes". 0 regime de 
dosagem particular, isto a dose, tempor izagSfo e repetigSco, 
dependerSto do individuo em particular, e da sua histdria mfedica 
individual. Normalmente sera dada uma dose de cerca de 1 at£ 1000 
pg de conjugado/Kg de peso corporal. Podem ser requeridas 
administrates repetitivas podem ser requeridas para alcan^ar 
e/ou manter urn estado de i muno-tol er&nci a. 

Ob seguintes exemplos ilustram poster i ormente o invento 
e as suas caracter i st i cas imprevistas relativas 3 industria 
anterior. Estes exemplos n3(o pretendem limitar, de forma alguma, 
o invento. 

Exemplo 1 

Teste do Conjugado do D-EK e dos Nucleftsidos 
Individual s 

Como indicado previamente, o desenvol vi mento dos 
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conjugados do invento foi precedido por testes que mostraram que 

os conjugados do D-EK e dos nucle&sidos individuals n&o toleravam 

a resposta anti-DNA no modelo murino para o SLE (ratos da espfecie 

(NZB x NZW)F ) . 

i 

Foram obtidos bastantes D-EK foram obtidos da 
BioMakor/Yeda (Rehovet, Israel). Os seus pesos moleculares 
relativos foram padronizados contra proteinas globulares 
conhecidas por cromatograf i a de permea^^o por gel HPLC, e o 
material foi dessal inizado e medido por di&lise exaustiva em 

tubos "cutoff" de 25 Kd contra 0, 1M K HPO » pH 9,5. 0 material 

2 4 

foi depois dializado duas vezes contra &gua. Este material £ 

guardado em tampSto com 0, 1M de K HPO , pH 9,5, a 4° C. Os pesos 

2 4 

mbleculares m&dios dos produtos foram determinados por m£todos 
fisicos, incluindo equilibrio de sedi menta^Sto, PAGE, e HPLC-GPC, 
e difusSo de ^baixo 3ngulo, e descobriu-se que era de, 
aproximadamente, 28.000. Amino&cidos analisados por hidrdlise 
&cida mostraram que o copolimero tinha &cido glut&mico 60% e 
lisina 407.. 

0s conjugados do D-EK e riboadenosina, riboguanosina, 
ribocitosina e ribotimidina foram essenci al mente preparados como 
descrito em Eshar e outros, J. I mm, (1975) 114 :872. Uma mistura 
de partes iguais de cada urn destes conjugados (designados 
nucleosides D-EK) foi utilisada nos seguintes testes. 

Dois grupos de 6 ratos f&meas (NZB x NZW)Fi com 17 
semanas de idade foram injectados i.p., ou com urn purgante salino 
ou 1 mg/rato de nucledsido D-EK por dia durante tr£s dias. Sete 
dias mais tarde os ratos estavam a sangrar. Duas semanas mais 
tarde, o tratamento foi repetido. Sete dias mais tarde os ratos 
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estavam a sangrar. 0 sera da primeira e segunda sangrias foram 
testadas . para anticorpos anti ssDNA utilizando o seguinte 
protocolo EL ISA do antig&nio especifico. 

0 ssDNA § imobilizado em recipient©* de pratos de 
poliestireno e reage com anticorpos no sera de lupus MRL 
(ipr/lpr) dos ratos. Os anticorpos anti-ssDNA bUo visualizados 
por adi$a*o de anticorpos ligados por enzimas especi-ficos para os 
isotipos de i munogl obul i nas ligados ao ssDNA no prato. A adi^o 
subsequente do substrate de enzima resulta numa reac^o de cor, 
que lida num espectro-f ot6metro. 

0 ssDNA preparado a parti r de dsDNA de timo de 

vitela. 0 dsDNA de timo de vitela, obtido comerci almente, £ 
tratado com nuclease S-l, para obter dsDNA homogfeneo. 0 dsDNA & 
fervido durante 5 min. num banho de agua, e arrefecido 
rapidamente num banho de gelo. Cada cozedura de ssDNA fe preparada 
imediatamente antes de ser usada na experi6ncia. 

Noventa e seis pratos de fundo liso do recipiente sa*o 
expostos a luz ultravioleta (UV) , • durante, a noite, num Bteril 
Sard Hood, antes do uso. Os recipientes nos pratos sSfo revestidos 
na vfespera a 4°C com 100 pi de ssDNA, a uma concentra^Sto de 1 
pg/ml, num sal contendo 10 pg/ml de albumina metilada do soro 
bovino. Na manhSt seguinte, os pratos sSo lavados uma vez, em 
•fosfato salino dissolvido (PBS) , e sSto depois bloqueados 
colocando 200 pi de albumina de soro bovino a IX em PBS (PBSA) em 
cada recipiente, durante 45 min- a 37° C. Ap6s o bloqueio, os 
pratos sa-o lavados segunda vez em PBS e secados rapidamente. 
Depois, 100 pi de dilui^&es sferie de teste e controlo de sera, 
diluido em PBSA a 17. e contendo 0,5* de Tween-20, s3o colocados 
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e3m recipientes apropriados. Os pratos s3o incubados durante 1 
bora a 37° C. Depois estes s%o lavados 5 vezes em PBS e secados 
rapidamente, seguindo-se a adi$£fo de cem microlitros de anticorpo 
de fosfatase alcalina de cabra conjugada anti-rato (IgS, A e M). 
Os pratos s3o incubados durante outra hora a 37° C. Os pratos s&o 
lavados 7 vezes em PBS e secados rapidamente. Depois, 50 pi de. 
substrato de enzima 1-x e adicionado, e os pratos sSo incubados 
a temper atur a ambiente durante ^ hora. A reac^&o acaba pel a 
adi^S(o de 50 pi de fosfato de hidrogenio diss&dico, pH 8,6. 0 
, valor da densidade 6ptica a 550 nm e determinado para cada 
recipiente com urn espectrof otfcmetro Titertek. 

Os dados s&o mostrados na Figura 1. Como se mostra, o 
nucle6sido D-EK nSo tern nenhum efexto detectavel nos tltulos 
anti-ssDNA nos ratos. 

Exemplo 2 

Teste de Pol i nucl efltidos para a Actividade de LiqacSo 
com Ant i sera SLE . 

Em adi$:&o aos pol i nucl e6ti dos usados nos conjugados do 
mvento, v&rios outros DNA ? s foram preparados e testados quanto 3 
sua actividade de liga^Sto com antisera SLE. Estes testes, 
descritos em baixo, mostram que a reactividade dos 
pol i nucl e&ti dos dos conjugados do invento foi imprevisivel e 
inesperavel . 

VSrios pol i nucl edti dos de cadeia simples e de cadeia 
dupla foram preparados por sintese quimica e, quando apropriado, 
e>{tens&o enzimatica e/ou emparel hagem. A sintese quimica de 
ol igonuclefctidos foi feita num Pharmacia Gene Assembler, 
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uti 1 izando uma coluna ajust&vel Cruachem, e quimica do fosfito 
triester, A fase sfclida foi de cristais porosamente controlados 
de 500 angstrom que eram derivados com o apropriado 3 ? -ribo ou 
3 ? -deoxinucledtido. 0s oligonucle&tidos foram purificados por 
diMise simples. No caso de ol igonucle6ti dos de comprimento maior 
que 70 bases, cadeias individuals -foram f osf or i 1 atadas usando ATP 
e quinase pol inucl eoti di ca rT4. Ap&s dessal i ni za^Sfo numa coluna 
Pharmacia PD10, as cadeias f os-f or i 1 atadas -foram acopladas 
coval entemente uti 1 izando ligase de DNA rT4* Todas as cadeias 
compart i I ham uma sequ&ncia final CATG 5' comum, que fornece um 
Cmico fim viscoso. Onde apropriado ? cadeias simples foram 
emparelhadas para formar dsDNA. 

Dois ensaios foram empregues para determinar a ligagSfo 
dos polinuclefctidos com lupus ant i sera s (1) um ensaio Farr 
modificado, no qual o DNA radiomarcado e precipitado da solu^&o 
ap6s estar ligado ao anticorpo, e (2) um EL ISA. Num molde, 25 pi 
de cada dilui^&o anti-soro foi previamente preparada num sal Tris 
dissolvido (TBS, 0, 15M de NaCl , 0..01M de Tris, pH 7,5) contendo 
0,1 mg/ml de gama glabulina humana- Estas foram diluidas com 125 

125 

pi de TBS, 50 pi de I-dsDNA (Diagnostics Products Corp., Los 

Angeles, CA) foram adicionados a cada amostra, e as amostras 

foram incubadas a 37° C durante *4 hora. Depois, 500 pi de 

(NH ) SO saturado foram adicionados, a amostra foi incubada a 4° 
4 2 4 

C durante 15 min. e centri f ugada. A radioacti vidade do 
sobrenadante foi medida num contador gama- A deplec^clo da 
radi oacti vi dade do sobrenadante foi uma medida directa da 
concentras&o de anticorpo na solus&o. No ELISA, os recipientes 

dos pratos foram revestidos a 4° C com 100 pi de dsDNA a 10 pg/ml 
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em solu^Sco salina, contendo 10 pg/ml de BSA metilatado. 0s 
recipientes foram lavados cam PBS e depois bloqueadas colocando 
200 pi de BSA a 17. em PBS (PBSA) , em cada recipiente, durante 45 
min. a 37° C» Os pratos foram de novo lavados com PBS. Depois, 
100 pi de sera de teste diluldo em PBSA a V/. 9 contendo Tween 20 a 
0,5"/.;, foram adicionados. Para estudos de inibi$:&o, o inibidor 
<por exemplo, urn pol inuclefctido) tamb&m foi adicionado. 0s pratos 
f.oram depois incubados 1 hora a 37° C e lavados com PBS. 
Anticorpo de cabra marcado com fosfatase alcalina, 100 pl/c&lula, 
foi adicionado e os pratos incubados durante antra hora a 37° C. 
0s pratos foram depois lavados, o substrata foi adicionado, e os 
pratos foram ancubados numa estufa durante *i hora. A reac?3o foi 

' ' . \ 

parada pel a adi^Sco de fosfato de hidrogSxiio diss&dico e os pratos 

f 

foram lidos com urn espectrof otdmetro. : : 

As tabelas 1 e 2 apresentam, a seguir, respect ivamente, 

I 

v&rios pol inucle&tidos de cad&ia simples e pol inucledtidos de 
cadeia dupla* que nSCo inibem signif icat;i;vamente o dsDNA, ligadbs 
por auto-ant icorpos SLE nestes testes. 

TABELA 1 

HQMPPPL i MEROS NUCLEQT I D I COS DE CADEIA SIMPLES QUE ABAIXO DE 
500nM N3P IN IB I AM SIGN IF I CAT IVAMENTE 0 dsDNA LIGADQ5 A tlURINA 
(MRL) QU AUTQ-ANTICQRPQS SLE HUMANQS 

composi^So n-mer composis&o n-mer 

A. Homopurinas 

poli d(G)n 1219 
350 
32 
22 
12 
6 


* 


poli d(A)n 


390 * 
60 
32 
22 
12 

A 
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B. Homopirimidinas 

poli d(C)n 329 * poli d(T)n 229 

60 60 

30 30 

24 22 

22 6 

12 3 
6 
3 


* Enzim&ticamente . sintetizada, utilizando polimerase rT4 DNA. 
Porque os pesos moleculares s&o uma distribui^Sco, os valores de n 
para os olig6meros sintetizados enz i mat i camente constituent um 
ntimero medio do peso, estimado a partir do valor Sw ? 20 de cada. 


TABELA 2 

EXEMFLQS DE DUPLEXES PL I GQNUCLEQT I DOS ATE 32 PARES DE BASES QUE 
ABAIXQ DE 500 nM NAQ INIBIAM SIGNIFICATI VAMENTE A LIGACAP DO 

dsDNA A MURINA (liRL) 0U ANT I SERA 5LE HUMANQ 
A. H0MOP0LIMEROS 
Regular 

Exemploss CAD : CTD , CGD : CCD 5 C I D : CCD 

30 30 25 25 20 20 

B - HETEROPOL I MEROS 

1 . Autp-al i nhamento 

Exemplo; CBD -CAD -CCD : CSD — CTD -CCD 
2 10 2 2 10 2 

2. Dlmeros de repeticSto 

Exemplos: CATD : CATD , CACD : CGTD 

16 16 10 10 

3. Trlmeros de repeticSo 

Exemplos: CTTCD : C6AAD , CTTGD : CCAAD 
8 8 8 8 

4. Tetralmeros de repetic&p . 

t Exemplo: CACGTD : CACGTD 

6 6 


TABELA 5 ^ m — ■ 

EXEMPLQS DE DUPLEXES OLISQNUCLEOTIDQS QUE ABAIXO DE 500 nM <T 
menor que 5 Q0 nM> INIB iAM SIGNIFICflTIVAMENTE A LIBflCftO DQ d<,nMA 
AO SQRQ HUMANQ SLE E AO SQRO DA MURINA (MRL) 


Composi^So 


d(AC> :d<T6) 

n n 
d (AT) :d <TA) 

n n 
d(IC) :d(CI) 

n n 
d<AC) :d(TG) 

n n 
d (AG) :d(TC) 

n n 
d(ATC) s d (GAT) 

n n 
d(TAC> : d (GTA) 

n n 


n Mai or que 

20 
20 
20 
20 
20 
15 
15 


Compri merit o do Olig&mero 

40 ou maior 
40 ou maior 
40 ou maior 
40 ou maior 
40 ou maior 
45 ou maior 
45 ou mai or 


Exemplo 3 

Correlate) da Actividad* ri* LicacSn r-™ 0 EsDeg ^„ rn 
As medidas espectrais do CD foram concretizadas em 
poli(AT): pan ( AT ) de cerca de 228 bp em comprimento ( P or exemplo 
de A-DNA), poll (GO: polMBOd. aproximadamente 330 bp em 
comprimento (por exemplo, de Z-DNA), esperma de salmcto DNA de 
comprimento. medio maior que 1200 bp (urn BXemplo do DNA nativo com 
un, tipo B-DNA com configurate helicoidal) e o duplex 
(AC> 30 !<TG> 30 aCima deSCritD « Ens -°* ^e ligacao do antisera SLE 

nestes oligonucleotidos e no DNA foram concretizados utilizando o 
ensaio Farr modificado como atras. 

Todos os DNA' s e oligonucleotidos foram dissolvidos em 
dissolvente padrSto (0, ISM de NaCl , 0,111 de citrato de sodio, p H 
7,0), e as suas relativas capacidades para ligar ao sera H-SLE 
auto-imune foram comparadas as suas capacidades respectivas para 
absorver a luz monocromat i ca polarizada circularmente a esquerda 
e a direita (espectroscopi a CD). Os dados serologics s*o 
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expressos como a capacidade para inibir a liga^Sfo do dsDNA ao 
sera; o espectro apresentado como uma elipticidade molar por 
residue nucledtido: 

C6D * 100/c.L. 

onde 8 b a elipticidade observada em graus, L & o comprimento do 

encaminhamento na cfelula em cm, e c & a concentracSco em moles de 

nucle6tidos por litro. 

A Figura 2 mostra o espectro CD do poli(AT): poli(AT). 

* A Figura 3 mostra o espectro CD do poli(GC): poli(GC) 

(linha a cheio interrompida com circulos a cheio), o esperma de 

salmSo DNA (linha tracejada) , e o duplex (AC) : (TG) (linha 

30 30 

continua a cheio) . 

A Figura 4 mostra as capacidades relativas das 
dif ©rentes formas de DNA para ligar ao antisera SLE. Como fe 
mostrado, o DNA tipo B sintfetico tern reactividade similar ao DNA 
tipo B (foi utilizado o timo DNA de vitela), e reactividade 
substancialmente maior que qualquer DNA tipo A ou tipo Z. (0 tipo 
helicoidal -Foi caracteri zado pelo espectro CD e, como indicado em 
cima, pode nSto ser conclusive.) 

J 

Exemplo 4 

Sintese do Conjugado D~EK do <AC) : (TG) 

3D 30 

Com base na actividade de liga^&o e estabi 1 idade, o 

duplex (AC) : (TG) descrito acima foi seleccionado para 

30 30 

estudos de tolercincia gen&tica. Urn conjugado deste duplex e um 
copolimero D-EK foi preparado utilizando o procedimento de 
sintese preferido, em cima delineado. Seguem-se os detalhes desta 
sintese. 


25 


0 (■Folimero 2.-EK, G:L mol com u/I^W-ela^Sto de 60:40, 

MW « 30.000 daltons foi preparado a partir do material obtido 
med 

da BioMafcor, Rehovet, Israel. Este copolimero -foi dializado 

contra 0, 1M de KHC0 , pH 9,5, em tubos de di&lise com urn grau de 

3 

admissSfo de peso molecular de 25.000 daltons, para uma 
concentrasSto final de 20 mg/ml, como determinado pela absorv&ncia 
a 220 nm numa cuvete de i cm, em que: 

A (30.000 mg/nmol) 

220 

D-EK mg/ml = 

(168.000 mL/cm nmol ) 

□ (AC) foi sintetizado num sintetizador DNA e 
30 

dializado contra &gua desionizada em tubos de di&lise com urn grau 
de admissSto de peso molecular de 12.000 - 14,000 daltons. A 
solusSCo resultante e ajustada para uma concentra^Sfo final de 35 
mg/ml, como determinado pela absorv&ncia a 260 nm numa cuvete de 1 
cm, em que 

A (18. 106 mg/nmol ) 

260 

1 (AC) mg/ml = 

30 

(458.160 mL/cm nmol) 
Uma solusao aquosa de periodato de s6dio, 0, 1M, e Agua 

J foi adicionada ao (AC) para dar uma reac$:&o de mistura com urn 

30 

excesso molar de 5:1 do periodato para o DNA. A mistura foi bem 
agitada e depois colocada a 4° C durante 15 min.. 0 excesso de 
periodato foi ent&o precipitado pela adi^Sco de urn excesso de 
cloreto de pot&ssio e o precipitado foi removido por 
centrif uga?3o. 

Uma solucpSlo de D-EK e ci anoboroi dri do de sGdio foi 
pipetada num vaso de reac^So de pol ipropi leno e o pH foi ajustado 

entre 6,0 e 8,0. 0 (AC) oxidado foi adicionado gota-a-gota ao 

30 

D-EK numa relapSo de peso de 6,035:1 (rela^So molar de conjuga^o 
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de 10:1), com agitato vigorosa durante 24 - 48 horas a 4°C. Apds 

condensapgtOj, -foi adicci onado boroidrido de sodio s61ido A mistura 

da reac^^o, com agitato, ate ser atingida Lima concentra<£&o final 

de 1,0 mg/ml - 0 vaso da reac^&o -foi mais ou menos encapsulado e 

dei>jou-se ficar, sem ser agitado, durante;, pelo menos, 30 min.. A 

mistura da reac$Sco foi depois transferida para os tubos de 

di&lise com urn grau de admisscto de 50-000 daltons e foi dializada 

extensivamente contra 0,2M de citrato de sodio, pH 5,0, a 4° C. 

□ conjugado foi depois purificado numa coluna 

cromatogrAf i ca de permeacSo de gel Sephacryl S-200, em 0,2M de 

fosfato de s6dio ? 0,5M de cloreto de s6dio, pH 7,2. As frac^ftes 

foram analisadas quanto A concentra^o de oligonucleotides por 

0D , e quanto & cone entrap So de D-EK por urn ensaio de sulfunato 
260 

de trinitrobenzeno (Albers, R. W. , e outros, Analyt Biochem 
<1983> 137:4 37-443) . A separa^Sto do conjugado do oligonucleotide 
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livre foi determinada por uma P-quinase rotulada de 5 ? hidroxil 
ria cadeia ol i gonucl eot Idi ca, seguida por uma pol i acr i 1 ami da a 
10%, SM de gel sequenciando ureia, e autoradi ograf ia. □ gel foi 
cortado e contado num contador beta de cintilag&o liquida, e 
essas frac^rbes exibindo > 957. de pureza foram agrupadas e 
dializadas contra 0,01M de citrato de sodio, 0, 15M de cloreto de 
sodio, pH 7,0 (dissolvente de f ormul a$&a) em prepara^Sfo para 
emparelhagem. 

0 (TG) foi preparado como. descrito em cima e 
30 

dializado contra o dissolvente de formula<;&o, da mesma maneira 

que o (AC) . A concentra^o molar de nuclefctidos (MNC) do (TG) 

30 30 

foi determinada pel a medico da absorvSncia a 260 nm numa cuvete 

de 1 cm: 

MNC (TG) = A /(9164 mL/cm mmol ) 

30 260 nm 


0 fiNC do conjugado do (AC) -D-EK foi determinado pel a 

30 

meditp&o da absorv^ncia da solu£§(o dializada a 260 nm: 

MNC (AC) -D-EK = A / (7636 mL/cm mmol ) 

30 260 nm 

0 (TG) foi depois emparelhado com o conjugado do 

30 

(AC) -D-EK como se segue. Urn MNC do (TG) igual foi adicionado 
30 30 

ao reagente de limita^&o do (AC) -D-EK num recipients de 

30 

propileno ou de vidro. A mistura foi aquecida atfe > 95° C num 
banho de agua, que foi mantido entre 95° C e 98° C durante 10 
min.. A sol ufSo foi depois suavemente arrefecida A temper atura 
ambiente a uma taxa < 10°/hora. 

□ produto emparelhado & dializado contra o dissolvente 
de formula^cto em tubos de di&lise com urn grau de admisseto de peso 
molecular de 50.000 daltons. Ap&s dildise e>?tensiva, o conjugado 
final & filtrado esterilmente atrav&s de uma membrana de 0,22 pm. 
E car acterizado por espectroscopi a UV, cromatograf i a liquida com 
gel de permea$:3o de alta resol us&o, el ectrof or&se com gel 
poliacrilamida e termografia antes do enchimento estferil. 

Exemplo 5 

Teste dos Conjugados do (TG) 30: (AC) -D-EK como urn 

30 30 

Toleragfenio 

0 conjugado do (TG) : (AC) -D-EK, descrito acima, foi 

30 30 

testado no modelo murino MRL (lpr/lpr) para o SLE humano. Urn 
defeito gen&tico nesta esp&cie de rato conduz a hiperprol if era<;2(o 
de cfelulas auxiliares T que, em todas as possi bi 1 i dades, 
participant em di f erenci a^rSto autoreactiva das c&lulas B. Estes 
resultados em secre^Sto de anticorpos para o DNA, bem como uma 
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pletora de outros anticorpos. Como indicado previamente, os 
anticorpos para o dsDNA sa*o urn contrast© do SLE humano e a sua 
presen^a correl aci ona-se bem com a sever idade da doen^a e a 
patologia renal nos seres humanos. 

0 conjugado foi diluido numa solu$:So salina atfe A 
concentra^o desejada, para injec^o i.p. nos ratos. For am usados 
quatrogrupos de cinco ratos com 12 a 14 semanas de idade cada. Os 
'ratos sangraram na manha* do dia 1 e foram injectados de tarde. 
Consequentemente, os ratos sangraram de manha* e foram injectados 
de tarde cada semana, durante mais cinco semanas, Nas semanas 6 e 
7 os ratos apenas sangraram. 0 Brupo 1 (controlo) foi injectado 
com 0,3 mg de copolimero D-EK/semana/rato; o Brupo 2, com 0,1 mg 
do con jugado/semana/rato; o Grupo 3, com 0,3 mg do 
conjugado/semana/rato; e o Grupo 4, com 1,0 mg do 
con jugado/semana/rato. 

As amostras de plasma retiradas dos ratos foram 
diluidas 1:10 e 1:50 em dissolvente Tris (0, 1M, pH 7,4) e usadas 

3 

no ensaio Farr modificado descrito em cima, usando H-dsDNA em 
125 

vbz de I-dsDNA para determinar a titula^So do anticorpo anti- 

dsDNA das amostras- Os dados obtidos no ensaio Farr modificado 
foram convertidos em capacidade de liga£a*o do antigdnio e estSfo 
tratpados na Figura 5 (o conjugado & designado por LJP-105) ■ 

Quatro semanas depois do fim do tratamento, dois ratos 
de cada grupo e ainda urn rato do grupo de controlo foram 
sacrif icados, e os niveis de secret;3o de anticorpos anti-dsDNA em 
cada grupo foram determinados numa c&lula do ba$o por ELISA onde 
6 4 

1 x 10 at& 1,5 x 10 c&lulas do ba^o em dilui^des duplas foram 
colocadas em cada c&lula. 0s resultados desses testes s^o 
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relatados na Figura 6. 

Uma experi^ncia do conjugado fox tamb&m realizada em 
ratos MRL mais velhos, com 22 a 24 semanas. De novo, os ratos 
foram doseados por i.p. uma vez por semana, durante quatro 
semanas- Os niveis serologicos de anti-dsDNA foram determinados 
apos urn m&s de tratamento, e foram comparados aos valores antes 
da sangria obtidos no inlcio- Esses dados, expressos como uma 
mudanca percentual em capacidade de ligac&o do antig£nio (ABC) 
para ratos individuals, sSo mostrados na Figura 7. A Figura 7a 
mostra os dados mfedios desses testes. A var i abi 1 i dade nos ratos 
por grupo de dosagem (conjugado: 0,01, 0,1, 0,3 e 1,0 mg/rato; os 
ratos de control o recebiam uma mistura do polimero portador e do 
acido nucleico inconjugado substituto) reflecte as mortes durante 
a experi§ncia. 

Os dados do ensaio das c£lulas do baco da experi£ncia 
terap£utica sa*o apresentados na Figura 8, demonstrando de novo 
uma diferenca signif icati va entre os ratos de controlo e os 
Uratados com conjugado, e confirmam os resultados seroldgicos 
prfevios. Como experi§ncia de controlo, mostrou-se que o dsDNA 
solCtvel inibia o ensaio das c&lulas do baco. Adicionalmente, 
adicionando as cfelulas do baco de animais tratados com 
pol inuclebtidos as c&lulas de controlo do baco, n§to decresciam de 
cdr; de prefer§ncia, o efeito foi aditivo, determinando assim que 
aquele conjugado da cfelula limite tenha inibido o ensaio. 

Finalmente, mostrou~se que o conjugado pode ser eficaz 
por via i„p, i.m, au i.v.. Ratos f§meas MRL, com vinte e duas 
semanas, foram doseados com 0, 1 mg de conjugado por semana 
durante quatro semanas, e medida a variacSo percentual na 
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capacidade de liga^^o antig&nica para anti-dsDNA. Enquanto os 
ratos de controlo n£(o incrementaram tanto como se tinha visto com 
outras experi&ncias, houve signif icati vamente maiores titulos de 
anti-dsDNA nos ratos daseados subcutSneamente, por urn lado, e os 
ratos doseados com o outro conjugado por via i-p, i.m, ou i.v., 
por outro. 

Exemplo 6 

Est© exemplo ilustra os procedi mentos alternativos para 

•fazer o conjugado (AC) : (TG) -D-EK. 

30 30 

I 

Clonqagem de 60 mers 

A clonagem molecular £ utilizada para fazer 60 mers 

segundo o seguinte protocol o. Urn 64-mer., consistindo na sequ&ncia 

5 ? AATTC <GT) G3*" e urn segundo 64-mer de sequ&ncia 5'TCGAC 
29 

(AC) G3 ? sSo sintetizados e f os*f or i 1 ados por m&todos padr&o. Os 
29 

oligdmeros s&o misturados em rela^Oes molares iguais, e 

arref ecidos suavemente para permitir forma^cfo dupla e a 

ocorr^ncia de ol i gomer i za^o, As sali&ncias dos oligdmeros sSto 

emparelhadas devido A sobreposi^&o de 4 bases do primeiro 

oligomero, criando urn local EcoRI, e a segunda sali£ncia criando 

um local posi^ao Sail (a mesma que o local Hindi). Apds 

arref ecimento vagaroso, a mistura ligada por m£todos padrSfo 

para formar um oligomero de 60 unidades mer ligadas, 

covalentemente separadas, tanto por uma posi^Sto EcoRI ou por uma 

Sail. A mistura oligomer ica & ligada num pUC19, que -foi 

previamente digerido com EcoRI e Sail. A mistura de liga^STo £ 
introduzida no JM107 de E. Col i , por trans-f orma^&o. 
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Colonias resistentes de Ampicilina s&o apanhadas, 
desenvolvidas e isoladas do plasmideo DNA. 0 tamanho de insercSo 
6 determinado digest&o com restricao. Q clone desejado tern uma 
insercSlo que compreende, pelo menos, metade do plasmideo ou > 50, 
60 unidades mer. 

0 clone resultante esta desenvolvido em larga escala e 
isolado do plasmideo. 0 plasmideo e digerido com EcoRI e Hindi 
para libertar 60 mer com uraa saliencia EcoRI de 4 bases e urn fim 
brusco no extremo oposto e gerado pelo Hindi. 0s oligomeros s*o 
purificados e emparelhados com o D_-EK que tem o oligo mero de 4 
bases 3'TTAA-P com urn fosfato 5' covalentemente ligado ao D-EK 
J atraves do 3'T. 0s 60 mers sSto emparelhados e ligados 
covalentemente ao D-EK/TTAA por ligase. 

Producao PCR de 60 mer 

A reac^ao em cadeia da polimerase e utilizada para 
sintetizar 60 mers para acoplar ao D-EK, pelos metodos descritos 
nas referencias acima citadas. 

Em resumo, o (BT) e quimicamente sintetizado com 

30 

pequenas sequencias aleat6rias tais como SACT e CTGA, no extremo 

_) 5"e 3' do (0T) , respecti vamente (como ilustrado a seguir). As 

30 

pequenas sequencias aleatorias sSfo suf i cientemente longas para 
assegurar registos caracteristicos do "primer" para o modelo. 0 
"primer" contem a sequencia da sequencia aleatdria, mais varias 
repeticBes extra do GT como necessario para a estabilidade na 
reaccSo de emparelhagem. Urn dos "primers" tambem tem uma base 
extra modificada no fim 5', que permite acoplagem qui mica ao D- 
EK. 
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A reacfSo PCR e realizada durante, pelo menos, 20 
ciclos segundo os metodos citados em cima . 0s oligomeros 
produzidos por PCR sUo purificados por cromatograf i a, tal como o 
HPLC, e depois conjugado para o D-EK por urn dos procedimentos 
acima descritos. 


"PRIMER" 1: 
MODELO 1: 


<CA> -GACT5' 
5'*NGACT-(GT) -CTGA3* 


J 


"PRIMER" 2: 
MODELO 2: 


5'*GACT-<6T> 
3'CTGA-<CA> -TACG5= 


*N - base modi -fi cada para acoplamento ao D- 


EK 


REIVINDICACOES 


1- Um conjugado de (a) urn polimero bi ol ogi camente estavel, e 
<b) una multiplicidade de duplexes pol inucl eotidicos de, pelo 
menos, 20 pares de base, cada urn ligado ao polimero, 
J caracterizado pelo -facto de os referidos duplies possuirem, cada 
uma ligada, una actividade de ligado signif icati va para os auto- 
-anticorpos anti-DNA de cadeia dupla do lupus eritematoso 
sistemico humano. 

2- Um conjugado, conforme reivindicado na rei VindicacSto 1, 
caracterizado pelo facto de o polimero biologicamente estavel ser 
um copollmero de acido D-glutamico <E) e D-lisina <K> tendo um 
peso molecular de cerca de 5.000 a cerca de 50.000 e uma 
• qroporcao de moles E:K de, aproximadamente, 60:40. 
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3- Urn conjugado, conforme reivindicado na rei vindicacSco 1 ou 
2, caracterizado p elo facto de o 5 duplexes serem substancialmente 
homogeneos em compri mento. 

4- Urn conjugado, conforme reivindicado na rei vindicacSo 3, 
caracterizado pelo facto de os duplexes sere, substancialmente 
homogeneos na composicgfo nucleoti dica. 

5- Urn conjugado, conforme reivindicado nas rei vindicates 1, 
2, 3 ou 4, caracterizado pelo facto de os duplexes terem de 30 a 

; 250 pb em comprimento. 

6- Urn conjugado, conforme reivindicado nas rei vindicates 1, 
2, 3, 4 ou 5, caracterizado pelo facto de os duplexes serem 
ligados ao polimero na, ou proximo de uma das suas extremidades. 

7- Urn conjugado, conforme reivindicado na rei vindicacao 6, 
caracterizado pelo facto de os duplexes serem ligados ao polimero 
atraves de uma reaccao entre urn grupo funcional em, ou proximo do 
terminus de uma cadei a do duplex : e dos grupos amino livres no 
pol i mero. 

8- Urn conjugado, conforme reivindicado nas rei vindicates 1, 
2, 3, 4, 5, 6 ou 7, caracterizado pelo facto de os duplexes 
polinucleotidicos serem compostos de unidades mer de repeticSo 
complementares, de 2 a 4 bases diferentes. 

9- Urn conjugado, conforme reivindicado na rei vi ndi cacSro 8, 
caracterizado pelo facto de os duplexes polinucleotidicos serem: 

poli d(GC):poli d(CG); pol i d(AT>:poli d ( T A); 
poli d(IC):poli d(CP) ? poli d(AC>spoli d(TG); ou 
poli d(AG):poli d(TC). 

10- Urn conjugado, conforme reivindicado na reivindicado 1 
ou 2, caracterizado pelo facto de o duplex pol i nucleotidi co ser 
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(AC) : (TG> 

30 30 

11- Uma composi^o farmac£utica para tratamento do lupus, 
compreendendo o conjugado das rei vindicates 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9, ou 10, caracterizada pelo facto de ser formulada com urn 
veiculo injectavel, f armaceuticamente aceitavel. 

12- Urn pol inucle&tido de cadeia simples de, pelo menos, 20 
bases, possuindo urn grupo -funcional em, ou prbximo de urn dos seus 
terminus que reagira com um grupo amino livre, quando 
emparelhado com um polinuclefatido de cadeia simples complementar , 
caracterizado pelo -facto de possuir uma actividade de ligagra'o 
sighif icati va quanto aos auto-anticorpos anti-DNA de cadeia dupla 
do lupus sistemico humano. 

13- Um pol inucleibtido de cadeia simples, con-forme 
reivindicado na rei vi ndica^ao 12, caracterizado pelo -facto de ser 
constituido de uma unidade mer de repeti^Sco, de 2 a 4 bases 
di-ferentes. 

14- Um m&todo para a obten^ao do cangujado da reivindicas&o 
1, caracterizado pelo -facto de compreender: 

(a) a reacsa-o de uma mul ti pi ici dade de pol inucle&tidos 
de cadeia simples, de, pelo menos 20 pares de base, cada um dos 
quais possui um grupo -funcional ami no-react i vo em, ou prdximo dos 
seus terminus, formando os grupos amino livres, no polimero, um 
conjugado, 

(b) o emparelhamento de polinucle&tidos de cadeia 
simples complementares com os pol i nucl e&ti dos de cadeia simples 
conjugados com o polimero, para formar cadeia pares do DNA de 
cadeia dupla. 
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FIG. I 

Incapacidade do Nucleoside) do D-EK para Tolerar anti-ssDNA 
EM Ratos (NZB x NZW)F1 Q Controlo Salino 

03 Nucledsido D-EK 

1000 T 
900- 
800- 
700- 

ug/ml de 
antirNuc QQQi- 

500- 
400- 

r 300- 

200- 
; 100- 


Ratos femeas (NZB x NZW)F1, com 17 semanas de idade, 
tratados em tres dias sucessivos com lmg/rato de 
nucledsido £-EK, sangrados 7 dias depois (12.) » des- 
cansados durante duas semanas, e tratados de novo 
tres vezes com lmg/rato de nucledsido D-EK, e san- 
rados de novo 7 dias depois. Tanto o 1^ . como o 22. 
grupos de sera foram testados quanto a quantidade de 
anti-ssDNA por ELISA. 0s dados representam a mSdia e 
o desvio padrao dos 6 ratos em cada grupo. 
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FIG. 4 

INIBigAO DO SORO H-SLE DE LIGAQAO AO 3H-DNA POR VARIAS CADEIAS DUPLAS DE DNA 
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FIG. 5 

LJR-JLQSl-- -ICLLERAMCLLft- -UJ.fi 1.1.7 T[l A, JiOa -BAIOS. JYLRL 
Prevengao da Sintese do Anti-dsDNA 


Capacidade Media de Ligagao do Antigene 
600 i - 



Dias de Experiencia 


tratamento 
-o- controlo poli/nerico-*- 0.1 mg LJP-105 
0.3mgLJP-1p5 -o- 1.0 mg LJP-105 

via de administragao : i.p. (semanal) 
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FIG. 6 

INDUgAO DA TOLERANCIA PELO LJP-105 

Anticorpos Anti-dsDNA era Celulas MRL Cultivadas 

Densidade Optica 550 nm 

1 . . 



1.000E+04 ': 1.000E+05 1.000E+06 

V 


Celulas do Bago por Reservatdrio 

Grupo de Tratamento 

-o-Coi'iLiuId Polimeclco o.1 mg/* Rato 

0.3 mg/ Rato -o- 1.0 mg/ Rato OD = Of 50 em Controlos Sem Celulas 
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FIG. 7 


EXPERIENCIA TERAPEUTICA DO LJP-105 
Ratos NRL doseados 4 vezes durante 4 Semanas 


% Nudangas em ABC 
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400 
200 
. 0 
-200 

Controlo Ofll mg OJ mg 0,3 mg ; Ifimg 


Tratamento 
Rato NS. 

Wm Rato/ ^ Rato 2 i CD Rato 3 
m Rato4 CD Rato 5 ■■ ESJ Rato G 


Via de administragao : i.p. 
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FIG. 7A 


% Media de Mudan^as em ABC±SEM 

500 


400 
300 
200 
100 
0 
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Controlo 0.01 mg} 0.1 mg 


0.3 mg 


Tratamento (Controlo ou UP ~ 105) 

Controlo = Fblimerav+ 01igonuclec3tido Incoqjugado 
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ENSAIO DA CELULA DO BAQO MURINO 
Experiencia Terapeutica (D5) 


FIG. 8 
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mODa 550 nm 
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Densidade de Celulas, Milhoes 


Dose LJP-105 
-O- Controlo 

-»- 0,3 mg -o 


0,01 mg 
1,0 mg 


0,1 mg 


ELISA ati-dsDNA 


"PROCESSO DE 
POLINUCLEOTIDOS 


PREPARA£AO DE CONJUGADOS DE POLIMEROS E 
BIOLOGICAMENTE ESTAVEIS PARA O TRATAMENTO DO 
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO" 


Esta inven<?ao : refere-se a um processo paral o fabrico de 
conjugados de polimerds biologic amente estaveis,; e DNA de cadeia 
dupla, que sao toleraveis genetic amente ao lupus eritematoso 
sist£mico huidano ( SLE ) , no qual (1) polinucleOtidos de cadeias 
simples de, ; pelo iueno^, cerca de 20 bases em. cpjdprimento , no qual 
cada urn tern um grupo funcional amino- re activo em, ou prdximo de 
um dos seus terminals, e no qual cada um, quando hibridizado com 
um polinucle6tido de cadeia simples, forma um duplex que possui 
uma actividade de liga9£to signif icativa para os anticorpos anti- 
-dsDNA SLE, reagem com polimeros biologicamente est&veis 
possuindo grupos amino livres para formar um conjugado, e (2) 
hibridiza^ao complementarmente de polinucledtidos de cadeia 
simples a polinucleGtidos de cadeia simples conjugados com o 
polimero, para formar cadeias pendentes de DNA de cadeia dupla. 
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